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Genus identification of toxic plant by real-time PCR
(リアルタイムPCR法による有毒植物の属同定)
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【研究の日的】
例年．’有毒植物の鬱橡による食中毒が発生している．特に食用のものと形態が類似してい
°
るトリカブト及びシキミあるいはハシリドコロなどほ恥嗜性を持ち、身近な問題となって
いる．さらに、強い毒盤を持つトウゴマやトリカブトは、自殺や殺人に使用されるとの報告
もある．これまで、青郷植物の同定方桧は、伝統的な植物の形態学による識別や成分分析に
よる方法が行われてきたが．従来の方法眩「故曇のサンプルからの同定が難しく、手技が難
しい等の開楓点を抱えている。本研究臥リアルタイムPGR姑による簡便で迅速な有毒植物
の国定方法の開発を日時とした。
l
′
【方該】
本研究の標的植物は、トリカブト軍属、シキミ属、’トウゴマ属、ハシリドコロ属とした．
棟的植物のシークエンスを行い、アメリカ国立阿動軌聞撲均のシークエンスデータとの比較
することで、積的植物の韮属または属虹持畠的なプライマーを設計した。各プライマーの特
鼻性を検肘するたれ徳的植物と近縁の感汲び各薗食用柾蜘ゝら調拙したDI止またはヒ
トかNAを鋳型として、増幅の有無をアガロースゲルの電気泳動虹より確認した．また、リ
l
アルタイムPcR治による各プライマーの特異性と検出感度の検討を行った．さらに、法医学
分癖セの応用を想定し、粉砕した癖的植物を人工胃液妃より・37℃で4時間処理し、リアルタ
イムPc腋法虹より検出可能かどうか検討した．
【結果】
各プライマーはト亜属または属の標郎植物を鰯幅したが、蹄的植物と近縁の植軌各種食
用植物及びヒト刀HAの増幅を認めずこ亜属、または属特異性が示された．また、リアルタ
イムPcR法でも各棟的植物は特異的虹検出せき、その続出感度臥トリカブト亜屑、トウゴ
マ属及びハシリドコロ属が、10pgまで、シキミ席が1pgまで検出可能であった。韓医学的
’模擬試料の検討では、嶺的植物のⅢHAは漸比より分解さ打ていたが、各プライマーセッ
トを用いたリアルタイムPcR法により由幅が確托された．
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【専轟】
韓直筆分野にま帥1て植物の固鹿臥頻簾虹利用される故査方抜ではない机中寺の確固と
なる植物を回旋する嶺合には不可欠である.現在のDNAによる植物同定方法に臥'ユニバ
-サ)レプライマ～を用いて競走のマルチローカスをシークエンスし、既知のデータベース配
列と比敬するDNAパーコ-74綾が珪日されている.ただし.このdna;トコ-Tf地臥阜
-の植物を固定できても.様々な植物が毘t=ゥた胃内容物を試料とした法医学の曲重には不
●
向菅である.そのため有専細を特異的に娩出する新しい方法相葉となる.本研究は属レ
一
ペ)-の轟親分掛=「般的に虎月される内部転写スペ-サー桝(町野をプライマーのターゲ
t
ットとし.葛尾または尻は特異的な検出を可能とした.
種の同塵が園鮭缶植物として知られているトリカブト重罪は約300社から成り、韮属レぺ
ルの同定は植物の細別に効果的であると考えられる..一方でトウゴマ屑は1コの種から成る
た臥竜レベルの同定を必要としない。シキミ属には専牡を持つffli&um皿由軸と、香
辛料等で使点される寺性を持たないBtidum職mか時在している.事故査方法は属同定で
あるた軌専性の有無の判別はつかない軌シキミ属のスクリー=ンダ治として有効であ尋.
シキミ属と固定された甘合臥既に報告されている開院辞索断片長鼻壁を利用したL
●
虞血turnと.E脚かの地別法を本蜘=引き漉き使用することで辞の同定可能である.また、
ハシリドコロ屑は12額から成D.串研究瑚封に用いた種は日本に自生してい島血甲曲
の1揮のみである.相のデータベースによると. a.鬼癖は他のハシリドゴ
ロ属と比放してITB鮎に違いがあり、葉緑体のDN血においても異なった系統粁となるこ
とが朝昏されている.そのため坤究のハシリドコロ属のプライマーセットはS.紬を
特異的由良出できる可俄性が替えられ.今鞄晩酎る予草である.
本研究では日本I=自生するなど4嘩折の有毒植物の国定について墳肘を行うたが、今徒は
さらに全世界に分布する有専植物について新たなプライマー軸肘して帆(必要がある.隻
た.ダイレクトPCR鼓の導入による墳査時間の埠緒や内部帯革観賞を用いた握合就料からの
正確血定量治め確立と由った漁村放題が考えられた.　　　　　　　　.
m曲u
串研究で世計された各プライマー臥トリカブト、シキミトウゴマ.ハシ7)ドコロの有
車植物を丑属また姓属特鼻的に1)アルタイムP皿韓虹より市感度に癖出した。人工胃液で消
化された微量な確執からも放出可能であり、乗除の法医学の墳査虹掛rrも有用性が示唆さ
°　　°
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食用と形態が類似しているトリカブト、シキミ、ハシリドコロなどの有萄細物は強い毒性を
持ち、供食による食中串が菟生しているqさらに、トウゴマやトリカブトは自殺や殺人に健点
されることがある.これまでの有毒抹肋の同定臥練物の碑.aB学による辞別や成分分析による
方牡で、微量のサンプルからの固定が難しく、また手技が購雑などの開館点を抱えている。
そこで、本研究臥リアルタイムPCR畠を用いた高感度で簡便な有毒植物の同定方陰の確立
について検肘を行い、以下の点を明らかにした。
一
1.有柵であるトリカブト、シキミ、トウゴマ、ハシPドコロのITS頒城に対する特
異的なプライマーを用いて、リアルタイムP C R髄による高感度な有毒雑物の同塵が可
描E^SS∵　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　=
°
2.上把のプライマーを用いた場合、近趣腫物やヒトDNAでは増伸産物を箆めず.鮮魚の
.　有軸物を特異的に増博した.
▼
3.牡医学学分野での応用を想定し、人工胃液によ`り分解した微量な有事植物のDNAから
も検出可能であった。
本論文練、種々の有専柾物に対して特異的なプヲイマ-を牧計し、リアルタイムPCR牡を
用いた有感定で甲便な同定方牡を開推したものであり、最終軸として輸文内容に関連した
串間を受け合格したので、博士(医学)の学位輸文に値するものと欝められた。
.(稔字数　540字)
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